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Verwenduna von Progesteron oder einem Proaesteronrezeptor- 



Die vorliegende Erf indung betrif ft die Verwendung von Progeste- 
ron oder einem Progesteronrezeptor-Agonisten zur Hemmung der 
Steroidsynthese, insbesondere zur Hemmung der Expression des 
"steroidogenic acute regulatory protein" (nachfolgend als StAR 
bezeichnet) . 

Progesteron oder 4-Pregnen-3 , 20-dion ist das wichtigste natur- 
liche Gestagen und wird vorwiegend im Corpus luteum und in der 
Placenta gebildet. Beim Mann wird dieses Hormon in der Nebenie- 
renrinde und im Hoden gebildet. 

Progesteron ist ein Steroidhormon und wirkt zusammen mit den 
Ostrogenen auf die Fortpf lanzungsorgane, wobei es an der Regu- 
lation nahezu aller weiblicher Reproduktionsfunktionen betei- 
ligt ist. So bestimmt dieses Hormon die Lutealphase des Men- 
struationszyklus, bereitet den Organismus auf eine Schwanger- 
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schaft vor, schafft wichtige Voraussetzungen fur Konzeption und 
Nidation und besitzt unabhangig von Osterogenen einen thermo- 
genetischen Effekt. 

5 • Die Bildung der Steroidhormone ist fur das menschliche Uber- 
leben und die Funktion der Fortpf lanzung essentiell. Die Bio- 
synthese der Steroidhormone kann unter basalen Bedingungen oder 
mittels akuter oder chronischer Kontrolle durch trophische 
Hormone erfolgen, welche in der Hirnanhangsdruse gebildet wer- 

10 den (Menon und Gunaga, 1974/ Waterman and Keney, 1996) . Die 
Bindung trophischer Hormone an den 7 -Transmembran-Domanen G- 
Protein gekoppelten Rezeptor (seven- transmembrane -domain G- 
^ protein coupled receptor; 7 TM GPCR) steigert die Aktivitat der 

Adenylatzyklase, was zur Bildung von cAMP fiihrt. cAMP fordert 

15 die Steroidbildung durch Induzierung steroidogener Gene (Menon 
und Gunaga, 1974, Waterman and Keney, 1996) . 

Steroide werden von spezialisierten steroidogenen Zellen in der 
Nebenniere, dem Eierstock, der Placenta, dem Hoden und dem Hirn 

20 synthetisiert . Obwohl Steroidhormone verschiedene physiolo- 
gische Wirkungen aufweisen, beginnt die Biosynthese aller 
Steroide mit der Umwandlung von Cholesterin zu Pregnenolon. 
Diese Reaktion wird durch das Cytochrom P45 0 Nebenketten- 
spaltungsenzym ("cytochrome P450 side -chain- cleavage enzyme" 

25 oder P450 sec) katalysiert, das auf der Matrixseite der inneren 
# mitochondrialen Membran lokalisiert ist (Farkash et al . , 1986) . 

Viele Jahre war man davon ausgegangen, da£ die Aktivitat des 
P45 0 Enzyms der begrenzende Schritt bei der Steroidherstellung 
ist. Bei einer unzureichenden Menge des Substrats Cholesterin 

3 0 kann die Aktivitat dieses Enzyms tatsachlich begrenzendend 
wirken. Es wurde jedoch spater gefunden, daS die Aktivitat des 
Enzyms nicht der tatsachlich regulierende Schritt ist, sondern 
vielmehr der Transport des Substrates Cholesterol zu der 
inneren mitochondrialen Membran und zu dem P450 sec (Brownie et 

35 al., 1972, Simpson et al . , 1979, Crivello und Jefcoate, 1980, 
Privalle et al . , 1993). 
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Bei diesen Untersuchungen bestand eine grundlegende Beobachtung 
darin, daS die Synthese neuer Proteine eine absolute Vorausset- 
zung fur die Regulation der Steroidsynthese ist (Ferguson, 
1962, 1963) . Diese Feststellung beruhte auf der Beobachtung, 
5 daS Proteinsyntheseinhibitoren auch die durch trophische Hor- 
mone, wie das Adreno-Corticotrope Hormon (ACTH) und das 
Luteinisierende Hormon (LH) , induzierte Steroidbildung hemmten. 
Weitere Studien konnten zeigen, dafi die Hemmung der Proteinsyn- 
these keine Wirkung auf den Transport des zellularen Choleste- 
10 rins zu der au£eren~ mitochondrialen Membran hatte. Der Trans- 
port des Substrats von der aufieren Membran zu der inneren mito- 
chondrialen Membran war jedoch vollstandig gehemmt (Privalle et 
^ al., 1983, Ohno et al . , 1983). 

15 Folglich wurde ein regulatorisches Protein postuliert, das den 
Transport des Cholesterins von der auEeren mitochondrialen 
Membran iiber den wassrigen, inneren Membranbereich zu der 
inneren Membran bewirkt . Dieser Transport kann nicht ohne einen 
Transportvermittler erfolgen, da die hydrophobe Natur des Cho- 

20 lesterins eine Ubermittlung zu dem P450 sec nicht in den Mengen 
moglich ware, die fur die beobachtete Menge der Steroidsynthese 
nach hormonaler Stimulation notwendig sind. Es gibt mittler- 
weile uberzeugende Anzeichen dafur, daS das StAR- Protein 
("steroidogenic acute regulatory protein" ) dieser Transportver- 

25 mittler ist und somit die Steroidbildung reguliert. 

m. 

StAR wurde ursprunglich von Orne-Johnson und Kollegen beschrie- 
ben (Brownie et al . , 1972) . Es wurde als ein schnell induzier- 
bares 3 0 kDa Phosphoprotein in ACTH -behandel ten Ratten und 
3 0 Nebennierenzellen der Maus, sowie in LH-behandelten Zellen des 
Corpus luteum der Ratte und Leydig Zellen der Maus identifi- 
ziert. Spater wurde es in mittel Hormon stimulierten MA- 10 Maus 
Leydig Tumorzellen durch Stocco und Kollegen beschrieben 
(Clarke et al . , 1994, Stocco & Clarke, 1996, 1997). 
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Das Protein wurde in Mitochondrien lokalisiert und besteht aus 
verschiedenen Formen eines unter Gonadotropin-Einf luss neu 
synthetisierten 30 kDa Proteins. Zusatzlich zu dem 30 kDa Pro- 
tein wurden Vorlauf erf ormen dieses Proteins mit 37 kDa gef.un- 
den, welche unterschiedliche N-terminale Signalsequenzen auf- 
wiesen (Epstein et al . , 1991, Stocco und Sodeman, 1991). 

Die fur das 3 7 kDa mitochondrial Protein kodierende cDNA wurde 
kloniert und mittels transienter Trans fektionsversuche in MA- 10 
und COS-1 Zellen exprimiert, welche nach Transfektion zur 
Steroidbildung befahigt waren. Diese Vorgehensweise fuhrte zu 
einer mehrfachen Steigerung der Konversion von Cholesterin zur 
Pregnenolon (Stocco und Clarke, 1996, Clarke et al . , 1994, 
Sugawara et al . , 1995, Lin et al . , 1995). 

Diese Ergebnisse belegen eine unmittelbare Ursache-Wirkungs- 
Beziehung zwischen den 3 7 bzw. 3 0 kDa Proteinen und der hormon- 
regulierten Steroidsynthese . Ein weiterer Hinweis fur eine 
essentielle Beteiligung des StAR in der Steroidbildung stammt 
aus der Beobachtung, daS Mutationen in dem StAR Gen der Grund 
des unter Umstanden todlichen Zustands ist, der als congenitale 
lipoide Nebennierenhyperplasie (lipoide CAH) bezeichnet wird 
(Lin et al . , 1995) . 

Patienten mit dieser Erkrankung sind nicht in der Lage, aus- 
reichende Mengen an Steroiden zu erzeugen. Sie weisen eine 
exzessive Menge an Cholesterin und Cholesterinester in der 
Nebenniere und in testikularen steroidbildenden Zellen auf . Die 
Patienten konnen nur durch eine geeignete Steroidersatztherapie 
iiber leben. 

Im Stand der Technik sind StAR Knockout Mause erzeugt worden, 
die einen Phenotyp auf weisen, welcher im wesentlichen dem der 
lipoiden CAH entspricht (Caron et al., 1997) . Die biochemischen 
und genetischen Untersuchungen belegen somit ubereinstimmend, 



daS StAR eine wesentliche . Rolle bei der Steroidhormon-Biosyn- 
these in Geweben der Nebenniere und der Gonaden aufweist. 
Testikulare Leydig-Zellen sind auf eine chronische Stimulierung 
mittels LH fur den Erhalt ihrer Struktur und der steroidbilden- 
den Funktion angewiesen (Saez, 1994) . Wahrend der Alterung wird 
die Fahigkeit der Leydig-Zellen verringert, Steroide zu bilden 
(Luo et al., 1996) . Der Vorgang des Alterns umfaSt die Bildung 
reaktiver Sauerstof f radikale, welche Lipide, Proteine und/oder 
DNA schadigen (Stadtman, 1992) . Schadigungen durch reaktive 
Sauerstof fspezies (ROS) fuhren gegebenenf alls zu einer funk- 
tionalen Seneszenz. Es konnte gezeigt werden, daS diese ROS 
wesentliche Bestandteile des Steroidbiosyntheseweges schadigen 
(Quinn und Payne, 1984, 1985). Ferner wurde beobachtet, daS 
alternde Leydig-Zellen eine gesteigerte Herstellung von Pro- 
gesteron und eine verringerte Bildung von Testosteron auf- 
weisen. 

Es gibt daher eine Vielzahl von Erkrankungen, bei denen die 
adrenale Steroidsynthese durch pathologisch aktivierte Stimula- 
tionsmechanismen abnorm gesteigert ist. Eine natiirliche und 
sichere Kontrolle der Steroidbiosynthese ware fur die Therapie 
dieser Krankheitszustande und auch fur andere medizinische 
Zwecke wiinschenswert . 

DemgemaS liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
Wirkstoffe bereitzustellen, welche die Steroidbiosynthese auf 
moglichst natiirliche Art \ind Weise hemmen und somit in besonde- 
rem Mafie fur die Behandlung pathologischer Zustande geeignet 
sind. 

Dieses Problem wurde erf indungsgemafi durch die Verwendung von 
Progesteron oder einem Progesteronrezeptor-Agonisten zur Hem- 
mung der StAR Genexpression gelost. 

Erf indungsgemaS wurde somit iiberraschenderweise f estgestellt , 
daS ein Steroidhormon, namlich Progesteron oder ein Progeste- 



ronrezeptor -Agonist, in besonderem MaSe fur die Hemmung der 
Expression des StAR Gens geeignet ist. Progesteron und Pro- 
gesteronrezeptor-Agonisten bieten somit natiirliche, sichere und 
hochwirksame Hemmstoffe fur die StAR Expression, was als Folge 
zu einer Hemmung der Steriodsynthese fiihrt, die auch unabhangig 
von der Inhibierung supra- adrenal er Faktoren ist. 

In Ubereinstimmung mit der ublichen Bezeichung wird der Begrif f 
Progesteron (INN) in der vorliegenden Anmeldung dazu verwendet, 
urn auf die Verbindung 4-Pregnen-3 , 20-dion (IUPAC) zu verweisen. 

Ferner bezeichnet der Begrif f "Progesteronrezeptor- Agonist" im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung, die eine 
meSbare spezifische Bindung mit dem Progesteron-Rezeptor ein- 
geht und nach erfolgter Bindung an den Rezeptor eine signifi- 
kante Veranderung der Transkription definierter gestagen- re- 
sponsiver Gene herbeifiihrt. Beispiele fur ein Progesteronrezep- 
tor-Agonisten sind Gestagene, wie beispielsweise R502 0 und 
Drospirenon. 

Eine Hemmung der StAR Genexpression liegt vor, wenn in einer 
Probe eines behandelten Subjektes eine Verringerung der Expres- 
sion des StAR Gens ura mindestens 20% im Vergleich zu einer 
entsprechenden Probe desselben Subjektes vor der Behandlung 
oder im Vergleich zu einer entsprechenden Probe eines unbehan- 
delten Subjektes feststellbar ist. Bei der Probe kann es sich 
urn eine Gewebeprobe handeln. 

Die Verringerung der Expression des StAR Gens erfolgt urn min- 
destens 20%, vorzugsweise urn mindestens 3 0%, besonders be vor - 
zugt urn mindestens 50%. Vom Umfang der Erfindung umfaSt ist 
selbstverstandlich auch die vollstandige Hemmung der Expression 
des StAR Gens, also eine Hemmung, welche die Menge der StAR 
Transkripte bis unter die Nachweisgrenze verringert . 
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Die Hemmung der Genexpression kann durch quantitative Bestim- 
mung der StAR mRNA oder durch Ermittlung der StAR Proteinmenge 
in Geweben oder Proben festgestellt werden. Eine Vielzahl von 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von mRNA, beispielsweise 
Northern Blot, RT-PCR, Nukleinsaure - Chips , etc., und zur quan- 
titativen Bestimmung von Proteinen, beispielsweise Western 
Blot, Proteinchips etc. , sind dem Durchschnittsf achmann bekannt 
und konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet wer- 
den, urn eine Hemmung der StAR Genexpression zu ermitteln. 

Die vorliegende Erfindung umfafit die Verwendung von Progesteron 
oder einem Progesteronrezeptor-Agonisten zur Hemmung der StAR 
Genexpression zur Behandlung von Saugetieren, insbesondere zur 
therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung von Menschen. 



GemaS einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
wird Hemmung der StAR Genexpression durch Progesteron oder ein 
Progesteronrezeptor-Agonist fur die Behandlung eines patholo- 
gischen Zustands der Steroidsynthese verwendet. Im Rahmen der 
20 vorliegenden Erfindung wird ein Zustand als pathologischer 
Zustand der Steroidsynthese bezeichnet, wenn die basale Ste- 
roidsynthese uber einen langeren Zeitraum, vorzugsweise uber 
einen Zeitraum von 24 Stunden, um mindestens 25%, vorzugsweise 
mindestens 30% oder 50%, bezogen auf die Menge der Steroidsyn- 

2 5 these eines gesunden Individuums gleichen Alters gesteigert 

jflT ist. Die in einem gesunden Individuum iiblicherweise zu erwar- 

i 

tenden Mengen an Steroiden sind dem Fachmann fur die einzelnen 
Steroide unter Berucksichtigung bestimmter Parametern, wie 
beispielsweise Alter und Geschlecht des Individuums, hinrei- 

3 0 chend bekannt. Normwerte bzw. Normbereiche dieser Steroidmengen 

sind insbesondere in dem Lehrbuch von Allolio und Schulte, 
"Praktische Endokrinologie " , XV. Anhang, verof f entlicht . 

So kann die erf indungsgemaSe Verwendung von Progesteron oder 
3 5 einem Progesteronrezeptor-Agonisten insbesondere zur Behandlung 
eines pathologischen Zustands, bei dem die adrenale Steroidsyn- 
these durch pathologisch aktivierte Stimulationsmechanismen 



abriorm gesteigert ist, Oder eines Zustands verwendet werden, 
der eine pathologisch erhohte Aktivitat der Nebennierenrinde 
umfasst, welche aus einer angeborenen Oder medikamentos ver- 
ursachten Glucocorticoid-Rezeptorresistenz resultiert (vgl . 
beispielsweise Kamilaris und Chrousos "Adrenal diseases", In: 
Diagnostic Endocrinology, B.C. Decker Inc., 1990, Seite 79- 
109) . Der pathologische Zustand kann somit beispielsweise chro- 
nischer Stress, Alkoholentzug, endogene Depression, ACTH- 
und/oder Gonadotropin- sezernierende Tumoren des Hypophysenvor- 
derlappens bzw. deren Metastasen, ektopisches ACTH- Syndrom 
(bronchiale Carzinoide) , Prostatahyperplasie, Krebs, mikrono- 
dulare adrenale Erkrankung, kongenitale adrenale Hyperplasie 
(CAH) , Pubertas praecox, virilisierendes Syndrom bei Frauen 
oder polycystisches Ovar mit nachgewiesener Androgen-Hyperse- 
kretion sein. 

Im Rahmen der vorliegenden Erf indung kann das Progesteron oder 
der Progesteronrezeptor-Agonist nach beliebigen im Stand der 
Technik bekannten Verfahren an ein Subjekt verabreicht werden. 
Die zu verabreichende Menge hangt im Einzelfall von dem Behand- 
lungsziel und dem Wirkstoff ab und kann vom Fachmann mittels 
Standardverf ahren bestimmt werden. So kann die Menge des zu 
verabreichenden Progesteron oder des Progesteronrezeptor-Ago- 
nisten beispielsweise bei einzelnen Indikationen im Bereich von 
2-5 mg/Tag liegen. 

Es konnen eine Vielzahl von Verabreichungsf ormen zur Anwendung 
kommen, unter denen die orale Verabreichung, beispielsweise in 
Form einer Tablette, sowie parenterale Techniken wie subkutane, 
intravenose und intraperitoneale Injektionen, Katheterisierun- 
gen und dergleichen bevorzugt sind. Ferner kann die Verabrei- 
chung mittels Hautpf laster oder eine nasale sowie andere Formen 
der Verabreichung durch die Schleimhaut vorgenommen werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung 
eines Arzneimittels , das Progesteron oder einen Progesteron- 
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re 2 ep tor -Agonist en enthalt und das zur Hemmung der StAR Gen- 
expression verwendet werden soil. Alle zur Herstellung des 
Arzneimittels notwendigen Substanzen sind kommerziell er- 
haltlich (z.B. Drospirenon von der Schering AG, Deutschland; 
5 R502 0 erhaltlich als Promegestone von NEN Liefe Science, Boston 
MA) . 

Die Dosierung und Verabreichungsart des Progesteron oder Pro- 
gesteronrezeptor-Agonisten kann vom Durchschnittf achmann im 
10 Hinblick auf die geplante medizinische Indikation durch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren ermittelt werden. 

GemaS einer weiteren Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erf indung 
wird die Verwendung von Progesteron oder einem Progesteron- 
15 rezeptor-Agonisten zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung einer Erkan- 
kung bereitgestellt , wobei die Erkrankung durch eine erhohte 
Steroidmenge in dem Patienten gekennzeichnet ist. 

20 



Material und Methoden 

25 Chemikalien und Reagenzien wurden von folgenden Herstellern 
fj0 bezogen: 

Humane s chorionisches Gonadotrophin (hCG) wurde von Boehringer 
Mannheim (Mannheim, Deutschland) bezogen. Steroide wie Dihydro- 
testosteron (DHT) , Estradiol und Progesteron wurden von Signma 

30 (Taufkirchen, Deutschland) erhalten. R5020 NEN Life Sciences 
und Drospirenon wurden von Jenapharm (Jena, Deutschland) be- 
zogen. Albuminf raktion V (aus bovinem Serum) wurde von Merck 
(Darmstadt, Deutschland) erhalten. Alle ubrigen Reagenzien 
wurden von kommerziellen Anbietern bezogen und entsprachen dem 

3 5 hochsten Reinheitsgrad . 
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Isolation und Auf reinicrung von Leydig-Zellen: 

Die Hoden von jungen (3 Monate alten) und alten (23-24 Monate 
alten) Wistar-Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) 
wurden unmittelbar nach Totung der Ratten durch Carbondioxid- 
Anasthesie und zervikaler Dislokation entfernt. 

Om Leydig-Zellen aus den Hoden von jungen und alten Ratten zu 
isolieren und zu reinigen, wurde die dekapsulierte testikulare 
Masse von gesunden Wistar-Ratten mit Collagenase (0,25 mg/ml) 
fur 30 Min. bei Raumtemperatur , wie bei Mukhopadhyay et al. 
(1986a, b) beschrieben, behandelt. Die so erhaltene homogene 
Zellsuspension wurde durch einen Nylonfilter filtriert, urn eine 
ungereinigte Leydig-Zellpraparation zu erhalten. Nach weiterer 
Aufreinigung mittels eines Percoll-Gradienten wurde die finale 
Zellzahl der hochgradig gereinigten Leydig-Zellen unter Ver- 
wendung einer Neubauer-Kammer bestimmt. 

Fur die Experimente , in denen cAMP gemessen wurde, verwendete 
man Aliquots von 100,000 Zellen pro Inkubatinsrohrchen. Die 
Zellen wurden fur 3 Stunden vorinkubiert und anschlieSend fur 
3 0 Min, mit oder ohne Zusatz von verschiedenen Konzentrationen 
von hCG als Surrogat fur LH inkubiert . Urn die Auswirkungen der 
verschiedenen Steroide zu untersuchen, wurden Leydig-Zellen wie 
beschrieben fur 3 Std. Steroiden ausgesetzt. AnschlieSend wur- 
den die Zellen fur 3 0 Min. mit hCG (3 ng/ml) stimuliert. Die 
Inkubation wurde durch die Zugabe von absolutem Ethanol (finale 
Alkoholkonzentration ca. 8 0%) und nachf olgendem Mischen durch 
Vortexen abgestoppt . Der Ethanol- Ex trakt wurde bis zur Trocken- 
heit eingedampft und das verbliebende wurde in 1 ml MEM, das 
0,1% Natriumazid enthielt, gelost. Die Menge des gebildeten 
cAMP wurde durch einen spezifischen ELISA bestimmt, der wie in 
Budnik und Mukhopadhyay (1997) beschrieben durchgefuhrt wurde. 
Es konnen jedoch auch kommerziell erhaltliche ELISAs, wie bei- 
spielsweise CM 59221 ( IBL, Hamburg, Deutschland) oder DE 0355 
bzw. DE 0450 (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland) verwen- 
det werden. 
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Fur Experiments, in denen Testerosteron gemessen wurde, wurden 
ahnliche Kulturbedingungen wie oben beschrieben verwendet . Es 
wurden jedoch Aliquots von 50,000 Zellen pro Inkubationsrohr- 
chen verwendet. Die Zellen wurden fur 3 Stunden mit verschiede- 
nen Steroiden oder ohne Steroide vorinkubiert , und anschlieSend 
fur 3 0 min in Abwesenheit oder in Gegenwart von hCG inkubiert . 
Die Inkubation wurde durch Zusatz von absolutem Ethanol (endul- 
tige Alkoholkonzentration ca. 80%) und nachf olgendem Mischen 
durch Vortexen abgestoppt. Der ethanolische Extrakt wurde bis 
zur Trockenheit eingedampft, das verbliebene wurde in 1 ml MEM, 
das 0,1% Natriumazid enthielt, gelost. Der Gehalt von Testoste- 
ron wurde durch spezifische, kommerziell erhaltliche Kits (IBL, 
Hamburg) bestimmt. Anhand der gemessenen Werte wurde die Testo- 
steron-Menge fur 100,000 Zellen errechnet . 

Extraktion von RNA und Northern Hybridisierung 

RNA wurde aus 1,5 x 10 6 hochgradig gereinigten Leydig-Zellen 
isoliert, die in 12-Wellplatten (750.000 Zellen/well) kul- 
tiviert wurden. Die RNA wurde nach einem modif izierten 1- 
Schritt-Verf ahren von Chomczynski und Sacchi (1987) unter Ver- 
wendung des small scale Phenol - free RNA isolation kit (Ambion) 
extrahiert. Die isolierte RNA wurde der GroSe nach gelelektro- 
phoretisch in einem l,2%igen Agarosegel unter Verwendung des 
Formaldehyd/Morpholinopropansulf onsaure-Verf ahrens (Sambrook et 
al., 1989) aufgetrennt. Der Transfer (Blotten) der RNA aus dem 
Gel auf eine Nylonmembran (Nytran, Schleicher und Schiill, 
Dassel, Deutschland) wurde mittels eines nach unten gerichteten 
Transfers fur 4 Stunden durch Kapillartransf er gemaS den An- 
gaben des Herstellers (Ambion, AMS Biotechnology, Wiesbaden, 
Deutschland) mit Modif ikationen von Chomzynski (1992) durchge- 
f iihrt . 

Die fur das StAR Protein spezifische Hybridisierungssonde wurde 
mittels PCR unter Verwendung eines 5 ' Primers und eines 3* Pri- 
mers amplif iziert , die in der publizierten cDNA Sequenz (Clark 
et al., 1994) in den Positionen 339-360 nt und in den Posi- 
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tionen 581-600 nt lokalisiert sind, und in den Klonierungsvek- 

TM 

tor pCR II (Invitrogen, Groningen, Niederlande) subkloniert. Urn 
in Leydig-Zellen Transkripte nachzuweisen, die fur das StAR 
Protein kodierten, wurde Antisense RNA in vitro von einem cDNA 
Fragment (1 /xg) transkribiert , das von -der isolierten Plasmid 
DNA amplifziert wurde, welche ein 262-Basenpaar Insert des StAR 
Proteingens unter der Transkriptionskontrolle des T7 Promoters 
enthielt. Dabei wurde ein M13 Forward Primer und der spezi- 
fische 5' Primer des StAR Proteins verwendet. Die Trans - 
kriptionsreaktion wurde unter Bedingungen, die dem Ambion Pro- 
tokoll entsprachen, unter Verwendung von [a- 32 P]UTP (ca. 800 
Ci/mmol) (erhaltlich von Amer sham -Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Deutschland) durchgef uhrt . Fur die Hybridisierung wurden 1x10 s 
cpm/ml fur 18 Stunden bei 68°C verwendet, gefolgt von Wasch- 
schritten mit niedriger -und hoher Stringenz bei 68 °C in 2xSSC, 
0,1% SDS und 0,lxSSC, 0,1%SDS. Die Blots wurden einem auto- 
radiographischem Film oder der Phospho-Imaging-Detektion mit 
Hilfe der Storm 860-Apperatur (Molecular Dynamics, Amersham 
Biosciences, Freiburg, Deutschland) ausgesetzt. 



Beispiele 

Leydig-Zellen wurden 3 verschiedenen Steroiden fur 3 Stunden 
ausgesetzt (Fig.l). AnschlieSend wurden die Zellen iiber 30 
Minuten mit hCG (humanes Choriongonado tropin; 3 ng/ml) als 
Surrogat fur LH stimuliert. 

Die Menge des gebildeten cAMP wurde durch die Verwendung eines 
spezifischen ELISA ermittelt. 

Aus den gewonnenen Daten wird klar, daS die Gegenwart von Pro- 
gesteron die Leydig-Zellen zu einer deut lichen Hemmung der cAMP 
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Reaktion auf gonadotropine Stimulierung bewirkt. Keines der 
anderen in diesem Experiment eingesetzten Steroide wies eine 
ahnliche Wirkung auf die hCG-stimulierte cAMP Akkumulation auf. 



Eine Dosis-Wirkungskurve fur die Wirkung des Progesterons auf 
die Leydig-Zellen im Hinblick auf die cAMP Bildung wurde er- 
stellt (Fig. 2) . Die in Fig. 2 dargestellten Daten zeigen klar, 
da£ ein dosisabhangiger Hemmeffekt des Progesterons auf hCG- 
10 induzierte cAMP Bildung in Leydig-Zellen beobachtet werden 
kann. 

Obwohl Progesteron bei einer Konzentration von 0,1 /xM (10~ 7 M) 
fast keine Wirkungen auf wies, zeigten hohere Konzentrationen, 
15 bis zu 2,5 fiM Progesteron, klar hemmende Wirkungen. Diese Wir- 
kung des Progesterons wird auch durch andere Gestagene, wie 
R5020 (Fig. 2 und 3) und Drospirenon (Fig. 3), ausgelost. Die 
Dosis-Wirkungskurve entsprach der des Progesterons (Fig. 2) . 
R5 02 0 und Drospirenon reduzierten die in den Zellen als Reak- 

2 0 tion auf gonadotrope Stimulation gebildete cAMP Menge dras- 

tisch. 

Sowohl R5020 und Drospirenon sind struktuell deutlich von Tes- 
tosteron verschieden. Es sollte festgestellt werden, ob diese 
25 beiden Verbindungen ebenfalls die hCG- induzierte Testosteron- 
synthese in Leydig-Zellen hemmen. In Fig. 3 werden Daten eines 
Versuchs gezeigt, der unter ahnlichen Bedingungen wie in Fig. 
2 durchgefuhrt wurde. In diesem Fall wurden die Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen von R5020 und Drospirenon iiber 3 

3 0 Stunden behandelt, gefolgt von einer Stimulierung mit hCG (5 

ng/ml) fur 3 Stunden und die Menge des Testosterons , das im 
Medium akkumulierte , wurde gemessen. Die Ergebnisse zeigen 
eindeutig, daS beide Verbindungen in der Lage waren, auch die 
Testosteronherstellung zu hemmen. 



35 
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Da die oben genannten Gestagene of f ensichtlich sowohl hemmende 
Wirkungen auf cAMP als auch auf die Steroidherstellung in Gona- 
dotropin- stimulierten Leydig-Zellen aufweisen, wurden die hem- 
menden Wirkungen von Progesteron auf die Menge der StAR Pro- 
teinexpression analysiert. Urn die Wirkung des Progesterons auf 
die Expression des StAR Proteins zu untersuchen, wurden Leydig- 
Zellen fur 3 Stunden mit Oder ohne Progesteron vorinkubiert . 
Anschliefiend wurden die Zellen weiter mit hCG liber 3 Stunden 
inkubiert (5ng/ml) . Nach Beendigung der Inkubation wurde die 
Gesamt RNA extrahiert und die Expression des StAR Proteins 
wurde unter Verwendung von Northern Blots analysiert. Die Er- 
gebnisse zweier reprasentativer Versuche, von denen jedes mit 
unabhangigen Zellproben durchgef uhrt wurde, werden in Fig. 4 
gezeigt. Bahn 1 zeigt Zellen, die nicht behandelt wurden, Bahn 
2 zeigt Zellen, die mit hCG alleine behandelt wurden. Es ist 
deutlich, daS zwei Transkripte des StAR Proteins, eins mit 3,8 
kb und ein weiteres mit 1,7 kb Lange, gefunden wurden. Die 
Expression der Transkripte wird erwartungsgemaS durch die Sti- 
mulierung mit hCG verstarkt . 

Die Vorbehandlung mit Progesteron konnte die Wirkung der Ex- 
pression des StAR Proteins bei solchen Zellen, die nicht mit 
einem Gonadotropin behandelt wurden (Bahn 3), nicht wesentlich 
beeinf lussen. Diese Zellen wurden im Rahmen des vorliegenden 
Experimentes als Negativ-Kontrolle verwendet; es lieS sich 
somit zeigen, daS Progesteron die konstitutive Expression des 
StAR-Proteins nicht beeinf luSt. Nur unter Bedingungen einer 
Uber-Stimulation der Steroidsynthese kann eine hemmende Wirkung 
nachgewiesen werden, d.h. erst wenn die Zellen mit supra-adre- 
nalen Faktoren (Cortico- oder Gonadotr opine) stimuliert werden, 
wird die StAR-Expression ubermaSig exprimiert. 

Eine Verringerung des Signals in Bahn 3 im Verhaltnis zu Bahn. 
1 war jedoch erkennbar. Wie jedoch in Bahn 4 gezeigt, fuhrte 
die Vorbehandlung mit Progesteron zu einer deutlichen Reduzie- 
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rung der hCG stimulierten Mengen des StAR Proteins (vgl. Bahn 
4 und Bahn 2) . 

Die hier beschriebenen Versuche belegen daher eindeutig, da£ 
die Behandlung mit Progesteron eine Hemmung der hCG- stimulier- 
ten StAR Proteinexpression in primaren Leydig-Zellen bewirkt . 
Erstmals konnte somit auf molekularer Ebene gezeigt werden, daS 
Progesteron die Expression der fur das StAR Protein kodierenden 
Transkripte in Leydig-Zellen hemmt. 
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Patentanspruche 

Verwendung von Progesteron oder einem Progesteronrezep- 
tor-Agonisten zur Hemmung der StAR-Genexpression. 

Verwendung gemafi Anspruch 1, bei der die Hemmung der StAR 
Genexpression zur Behandlung von Saugetieren, insbeson- 
dere zur therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung 
eingesetzt wird. 

Verwendung gemaS Ansprch 1, bei der die Hemmung der StAR 
Genexpression durch Progesteron oder ein Progesteron- 
rezeptor-Agonist fur die Behandlung eines pathologischen 
Zustands der Steroidsynthese eingesetzt wird. 

Verwendung gemaS einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
der der Progesteronrezeptor-Agonist R5020 oder Drospire- 
non ist. 

Verwendung gemaS einem der vorstehenden Anspruche, bei 
der die Hemmung der StAR Genexpression eine Verringerung 
der Expression des StAR Gens urn mindestens 2 0%, vor- 
zugsweise urn mindestens 3 0%, besonders bevorzugt urn min- 
destens 5 0%, umfaSt. 

Verwendung gemaS einem der vorstehenden Anspriiche, zur 
Behandlung eines Zustands, bei dem die adrenale Steroid- 
synthese durch pathologisch aktivierte Stimulationsmecha- 
nismen abnorm gesteigert ist, oder zur Behandlung eines 
Zustands, der eine pathologisch erhohte Aktivitat der 
Nebennierenrinde umfasst, welche aus einer angeborenen 
oder medikamentos verursachten Glucocorticoid-Rezeptor- 
resistenz resultiert. 

Verwendung gemaS Anspruch 6, bei der der pathologische 
Zustand ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus : 
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chronischer Stress, Alkoholentzug, endogene Depression, 
ACTH- und/oder Gonadotropin- sezernierende Tumoren des 
Hypophysenvorderlappens bzw. deren Metastasen, ektopi- 
sches ACTH-Syndrom (bronchiale Carzinoide) , Pros- 
tatahyperplasie, Krebs, mikronodulare adrenale Erkran- 
kung, kongenitale adrenale Hyperplasie (CAH) , Pubertas 
praecox, virilisierendes Syndrom bei Frauen und polycy- 
stisches Ovar mit nachgewiesener Androgen- Hypersekret ion. 

8. Verwendung gertiafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
der die Behandlung bei Saugetieren, insbesondere beim 
Menschen eingesetzt wird. 

9. Verwendung gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
der das Progesteron oder der Progesteronrezeptor-Agonist 
oral, beispielsweise in Form einer Tablette, oder paren- 
teral, beispielsweise durch subkutane, intravenose oder 
intraperitoneale Injektion oder Katheterisierung verab- 
reicht wird. 



» 



Zusaxnmenf assunq 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Progeste- 
ron oder einem Progesteronrezeptor-Agonisten zur Hemmung der 
Steroidsynthese, insbesondere zur Hemmung der Expression des 
"steroidogenic acute regulatory protein" (StAR- Protein) . 



Fig. 1 



Wirkung von DHT, Estradiol und Progesteron 
auf die cAMP-Produktion in isolierten 
Leydig-Zellen von Ratten 
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Fig- 2 Wxrkung von R 5020 und Progesteron auf 
aie hCG-mduzierte cAMP-Produktion in 
isolierten Leydig-Zellen von Ratten 
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Fig. 3 Wirkung von R 5020 und Drospirenon auf 

die hCG-induzierte Testosteron- und cAMP- 
Produktion in isolierten Leydig-Zellen 
von Ratten 
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Fig. 4 Wirkung von Progesteron auf die Expression 
des StAR- Proteins in Leydig-Zellen in vitro 
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